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(57) Abstract 

The invention concerns a 
novel cyclosporin, its pharma- 
ceutical use and a pharmaceutical 
composition containing it. 

(57) Abrege* 

La pr6sente invention traite 
d'une nouvelle cyclosporine, de 
son utilisation pharmaceutique 
ainsi que d'une composition 
pharmaceutique la comprenant. 
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Nouvelle cyclosporine ayant un profil 
d'activite ameliore 



10 



15 



La presente invention traite d'une nouvelle cyclosporine (Cs) de 
son utilisation pharmaceutique ainsi que d'une composition 
pharmaceutique la comprenant. 

Les Cs sont une classe de undecapeptides cycliques, poly-N- 
methyles, possedant plusieurs activites pharmacologiques, en 
particulier ce sont des agents immunosuppresseurs, anti- 
inflammatories, anti-parasitiques, suppresseurs de resistance aux 
drogues (anti-MDR) et anti-virales. La premiere cyclosporine 
isolee a partir d'une culture de champignon est la cyclosporine A, 
que l'on trouve a l'etat naturel et qui est representee par la 
formule suivante: 



20 



Structure de la cyclosporins A 
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25 



Abu = acide l^a-Aminobutyrique 

Ala = L-Alanine 

MeBmt = N-M6thyle-(4R)-4-[(E)-2-but6nyl]-4- 

methyle-L-threonine 
Leu = L-Leucine 
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MeLeu 


= N-Methyle-L-leucine 


MeVal 


= N-Methyle-L-valine 


Nva 


= L-Norvaline 


Sar 


= Sarcosine 


Thr 


= L-Thr6onine 


Val 


- L-Valine 



Les acides amines decrits suivant leur abreviation 
conventionnelle sont de configuration L a moins qu'il en soit 
10 specifie autrement. 

Depuis que oette premiere cyclosporine a ete decouverte un grand 
nombre d'autres varietes ont ete isolees et identifies de meme 
que des varietes non naturelles obtenues par des methodes 

15 synthetiques ou semi-synthetiques, ou meme par l'application de 
techniques de culture modifiers. La production de la cyclosporine 
A est decrite par [Kobel et al. European Journal of applied 
Microbiology and biotechnology 14,237-240 (1982)]. On decrit aussi 
la fabrication de cyclosporins artificielles produites par methode 

20 purement synthetique developpee par R. Wenger - voir Traber et 
al. 1, Traber et al. 2 et Kobel et al., US 4,108,985; 4,210,581; 4,220,641; 
4,288,431; 4,554,351 et 4,396,542; EP 34 567 et 54 782; WO 86/02080; 
Wenger 1, Transpl. Proc.15, Suppl. 1-2230 (1983); Wenger 2, 
Angew. chem. Int. Ed, 24,77 (1985); et Wenger 3, Progress in the 

25 chemistry of organic Natural Products 50, 123 (1986). 

La cyclosporine A (CsA), isolee U y a 20 ans a partir du 
Tolypocladuim inflatum possede une forte activite 
immunosuppressive. EUe a rSvolutionne la transplantation 
30 d'organes et est couramment utilisee dans le traitement de 
maladies auto-immunes. Pour une vision recente de l'utilisation 
de la CsA et ses mecanismes d'action voir Wenger et al: 
Cyclosporine Chemistry, Structure-activity relationships and 
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Mode of action, Progress in Clinical Biochemistry and Medecine, 
Vol. 2, 176 (1986). 

L'effet therapeutique de la CsA resulte principalement en la 
5 suppression selective de 1'activation des lymphocytes T. Cette 
activite immunosuppressive s'explique par le fait que la CsA se 
lie a un recepteur proteique intracellulaire, la cyclophiline A 
(CyP) formant un complexe CyP-CsA qui va interagir avec la 
calcineurine (CaN) et inhiber ainsi son activite phosphatase. 
10 Ainsi la transcription de families de genes a activation precoce 
sera bloquee (cfc O'Keefe, S.J; Tamura, J; Nature 1992, 357, 692-694). 

Le sujet de la presente invention est la production d'une 
nouvelle cyclosporine a forte activite inhibitrice du HIV-1 (virus 
15 de l'immunodSficience humaine), n'ayant pas 1' activite 
immunosuppresive de la CsA. 

La mode d'infection de HIV de type 1 est unique parmi les 
retrovirus car il necessite Incorporation specifique dans son 

20 virion de la proteine cellulaire CyP qui va interagir avec la 
polyproteine Gag (c± Eltaly Kara Franke, Bi-Xing Chen Journal of 
virology, sept. 1995. Vol 69, N°9). II est connu que la CyP se lie a la 
CsA et la CaN en un complexe ternaire. Cependant la fonction 
native de la CyP est de catalyser l'isomerisation des liaisons 

25 peptidyl-prolyl, une etape limitante et importante dans le 
processus permettant aux proteines d'acquerir une structure 
tridimensionnelle definitive. La CyP protege egalement les 
cellules contre les chocs thermiques ou sert de proteine 
chaperonne. Au contraire de la CsA, le produit du gene Gag du 

30 HIV-1 interdit la formation d'un complexe ternaire avec la CyP et 
la CaN. En fait; le virus HIV a besoin de la Cyp pour se lier avec le 
produit du gene Gag de maniere a constituer ses propres virions 
(Cf: Franke, E.K; 1994 Nature 272:359-362). En presence de CsA il y a 
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competition directe avec la polyproteine issue du gene Gag de 
HIV-1 pour se lier a la CyP. Cette CsA va agir a deux niveaux sur 
la replication du cycle viral. Tout d'abord au niveau de la 
translocation vers le noyau du complexe preintegre puis dans la 
5 production de particules virales infectieuses. 

Le brevet US 4,814,323 decrit deja une activite anti-HIV de la CsA, 
cependant celle-ci presente aussi une forte activity 
immunosuppressive qui n'est pas souhaitee pour le traitement 
io des patients infectes par le virus HIV. Recemment un autre type 
de cyclosporin a ete developpe , il s'agit de derives en position 4 
tels que MeIle 4 Cs, MeVal 4 Cs, ou (4-OH) MeLeu 4 -Cs pour ne citer 
que les substances les plus anti-HIV et les moins 
immunosuppressives. Le derive [(4-OH) MeLeu 4 -Cs] est 
15 synthetise" par oxydation de la cycloporine A a l'aide d'un 
microorganisme. Un autre brevet WO 97/04005 emploie la 
m<§thode de preparation du brevet BP 484 281 ainsi que et la 
methode developpee par Seebach EP 194972 afin de produire des 
derives en position 3, tel que par exemple la (D)-MeSer 3 -(4- 
20 OH)MeLeu 4 -cyclosporine. Cette substance possede une meilleures 
affinite a la CyP, mais ne possede plus qu'une activite anti-HIV 
limitee par rapport au derive de reference MeIle 4 -CS (NIM 811). Le 
caractere plus hydrophile de cette substance empeche sa 
penetration dans les cellules et dans l'organisme. Ceci se reflete 
25 directement sur l'activite anti-HIV reduite de cette substance (cf: 
Christos Papageorgiou, J.J. Sanglier et Rene Traber - Bioorganic & 
Medicinal Chimistry Utters, Vol 6, N°l, pp 23-26, 1996). 

Les substances decrites dans cette invention presentent le double 
30 avantage de conserver la meme affinite a la Cyp que celle 
observee pour la [(4 - OH) Meleu 4 ]-Cs ou la cyclosporin A tout en 
ayant une activite anti-HIV identique voire superieure a celle des 
derives de references (MeVal 4 -Cs ou Melle 4 -Cs) et nettement 
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superieure a l'activite anti-HIV de la cyclosporine A ou de la (4 - 
OH) MeLeu 4 -CS. Le sujet de l'invention est de fournir une 
nouvelle cyclosporine, n'ayant pas l'activite immunosuppressive 
de la CsA et possedant un profil d'activite ameliore. Cette 
5 nouvelle famille de Cs est caracterisee par la formule (I): 

— X — U— Y Z — Val — MeLeu — Ala — (D ) Ala— MeLeu— MeLeu — MeVal— i 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 [ 

(I) 

10 dans laquelle: 

X est -MeBmt ou 6,7 dihydro-MeBmt- 
U est -Abu, Nva, Val, Thr 

Y est Sar ou (D)-MeSer ou (D)-MeAla ou(D)-MeSer (OAcyl) 
Z est (N-R)aa ou aa={Val, lie, Thr, Phe, Tyr, Thr (OAc), Thr (OGJ, 
15 Phe (Gz), PheCH 2 (G 3 ), Tyr (OG3)} avec R={alkyl > CH 3 }; 
G 1 ={Phenyle-COOH, Phenyle-COOMe, Phenyle-COOEt}; 
G 2 ={CH 2 COOH, CH 2 COOMe(Et)}; CH 2 PO(OMe) 2 , CH 2 PO(OH) 2 } 
G 3 = {PO(OH) 2 , PO(OCH 2 CH=CH 2 ) 2 , CH 2 CCOH, CHjCCOMe (Et) } 

20 Ainsi en remplagant le groupement MeLeu naturel en position 4 
par un groupement N-(alkyl) aa (ou alkyl > CHj), on ameliore 
l'activit^ anti-HIV 1 de ce ce derive. 

La nouvelle molecule de cyclosporine ainsi obtenue offre 
25 l'avantage inattendu et surprenant de presenter une bien 
meilleure stabilite a la metabolisation que toutes les autres 
cyclosporines connues jusqu'a present. 

Cette nouvelle molecule resiste beaucoup mieux aux 
30 ph^nomenes d'oxydation et de degradation qui ont lieu dans la 
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cellule. De ce fait, la duree de vie "in vivo" de cette nouvelle N- 
alkyl aa Cs se trouve particulierement prolongee. 

De plus, cette nouvelle N-alkyl aa 4 cyclosporine possede une 
5 affinite elevee pour la CyP et presente une activite anti-HIV egale 
ou superieure aux meilleures cyclosporines existantes. 

La figure 1 represente la structure generale de cette nouvelle 
cyclosporine. Les groupements Rl, R2, R3 et R4 seront largement 

10 deceits a la Table HI. Ainsi en transformant ces 4 positions cles il a 
ete possible de conserver une tres bonne affinite a la cyclophiline, 
et d'empecher la formation d'un complexe ternaire avec la CaN et 
surtout d'augmenter de maniere particulierement avantageuse sa 
stabilite a l'oxydation enzymatique et par consequent son activite 

15 anti-HIV . 

Cette nouvelle cyclosporine est done principalement caracterisee 
par la presence en position 4 d'un residu avec R > CH 3 et 
R < -C 10 H 21 . On utilisera comme substituant de l'azote par 
20 exemple l'ethyle, le propyle, le butyle ou le pentyle, mais ces 
exemples ne sont pas limitatifs. Cette nouvelle cyclosporine est 
particulierement active lorsque le residu en position 4 est un 
acide amine N-ethyle (voir dessins 2et3). 

25 L'invention revendique egalement la composition 
pharmaceutique de la substance telle que decrite par la formule 
(I). Celle-ci peut-etre associee a une solution acceptable d'un point 
de vue pharmaceutique. La formule galenique ainsi produite 
permet d' augmenter la solubilite dans l'eau ou de maintenir la 

30 compostion sous forme de microemulsions en suspension dans 
l'eau. Le but de cette invention est egalement de fournir un 
nouveau medicament qui peut etre utilise par exemple dans le 
traitement et la prevention du SIDA (syndrome 
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d'immunod£ficience acquise). On utilisera tout particulierement 
la cyclosporine modiftee en position 4 par un residu Z etant 
N-ethyle-Valine pour la fabrication d'un medicament destine au 
traitement et a la prevention du SIDA. L'application pour la 
5 prevention du SIDA n'est pas limitative. Cette substance peut 
aussi etre employee par exemple pour ses proprietes anti- 
inflammatoires. 

En ce qui concerne le precede de fabrication de cette nouvelle 
io cyclosporine nous avons utilise les techniques classiques decrites 
dans la litterature ainsi que certaines methodes specifiques 
developpees en laboratoire. 

Le proced<§ de synthese de la CsA est d<krit dans : R.Wenger 
15 (Helv. Chim. Acta Vol 67 p. 502-525 (1984)). Le precede 
d'ouverture de la cyclosporine A protegee (OAc) est decrit dans 
Peptides 1996. La molecule de CsA est traitee par le reactif de 
Meerwein (CH3) 3 OBF 4 puis scindee par traitement a l'acide dans le 
methanol ou hydrolysee par l'eau, afin de la transformer en un 
20 peptide lineaire de 11 residus d'acides amines: H-MeLeu-Val- 
Meleu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-Sar- 
OCH3. Ce proced^ a ete presente a la conference internationale de 
la societe europeenne des Peptides (EPS-24) a Edimbourg 8-13 
septembre 1996 et publie dans PEPTIDES 1996 par R.Wenger . Ce 
25 peptide lineaire est ensuite traits selon le precede classique de 
Edman afin de scinder son dernier residu d'acide amine (MeLeu) 
et de fournir notre produit de depart: le decapeptide H-Val- 
MeLeu-Ala-(D)Ala-Meleu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-Sar-OMe. Ce 
prodtiit est ensuite utilise dans les etapes suivantes: 

30 
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Preparation de (1) (protection): 

Boc-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeValMeBmt(OAc) 
-Abu-Sar-OMe (1) 

5 A une solution de Z83 g (2.46 mmoles) du decapeptide H-Val- 
MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-Sar-Ome 

dans 120 ml de dioxane sont ajoutes 0,72 ml (4.18 mmoles) d'une 
solution de diisopropylethylamine et 0.65 g (2.95 mmoles) de Boc 
anhydride dans 50 ml de dioxane. On rajoute 17 ml d'eau a la 

10 solution qui est melangee pendant 2 heures a temperature 
ambiante. Le solvant est alors evapore et le melange reactif 
resultant est dissous dans 300 ml d'acetate d'ethyle puis lave 3 x 
avec une solution a 5 % d'acide citrique, 3 x avec une solution 
saturee en NaHC0 3 et enfin 3 x avec une solution en NaCl. Les 

15 phases organiques sont sechees au moyen de Na 2 S0 4 anhydre, 
filtrees et le solvant est finalement evapore sous vide. On obtient 
ainsi 3 g (98%) du decapeptide protege (Boc-decapeptide-methyle 
ester). 

20 Le produit est ensuite utilise pour les voies de synthese suivantes 
sans etape de purification supplemental. Cette substance est 
hydrolysee puis activee et condensee avec 1 acide amin6 
correspondant afin de produire un nouveau peptide a 11 residus, 
produit de depart pour la cyclisation et la production d'une 

25 nouvelle cyclosporine aux propriet^s desirees. 



Preparation de (2) (Hydrolyse de l'ester): 

Boc-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeValMeBmt(OAc) 
30 -Abu-Sar-OH (2) 

A 4.08 g (3.26 mmoles) du compose precedent (I) dans 146 ml de 
tetrahydrofurane sont rajoutes goutte-a-goutte (a 15 °Q 192 mg 
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(4.56 mmoles) de LiOH/H 2 0 dissous dans 36 ml d'eau. On agite le 
tout k 15 °C La reaction est complete au bout de 120 heures apr£s 
1'addition successive de 5 portions respectivement de 1.4 
equivalents de IiOH/H 2 0 chacunes. La solution obtenue est 

5 neutralisee par 0.1 N HC1 et le solvant est ensuite evapore. Le 
produit solide recupere est alors dissout dans 500 ml d'ac&ate 
d'6thyle et lave 2 x avec une solution a 5 % d'acide citrique et 2 x 
avec une solution de saumure. Les phases aqueuses sont extraites 
4 x par l'intermediaire de 50 ml d'acetate d'ethyle et les phases 

10 organiques regroupees sont alors sechees avec du Na 2 S0 4 
anhydre, filtrees et evaporees. On obtient ainsi 3.84 g (95 %) du 
compose (2). Le produit est alors utilise sans purifications 
supplementaires. 

15 Preparation de (3) (addition d'un nouvel acide amine): 

Boc-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-Meleu-Meleu-MeVal-MeBmt(OAc)- 

Abu-Sar-EtVal-OtBu (3) 

6.18 g (5 mmoles) du compose (2) sont dissous dans 250 ml de 
20 dichloromethane anhydre sous argon. La solution est alors 
refroidie et on ajoute lentement sous argon 3.9 ml de N- 
methylmorpholine (10 mmoles;pH 8.5) et 11 ml (10 mmoles) 
cfisobutylchloroformiate. La solution est agitee durant 15 minutes 
a -15 °C On ajoute alors pendant 20 minutes une solution de 2.4 g 
25 (12 mmoles) de H-NEt Val-OtBu dissous dans 40 ml de 
dichloromethane anhydre. Le melange est alors agite 1 heure a - 
15°C, puis 1 heures a 0° C et enfin toute la nuit a temperature 
ambiante. Par la suite, on rajoute 400 ml de dichloromethane puis 
on opere a 3 extractions par une solution d'acide citrique a 5 % 
30 suivie de 3 extractions par une solution saturee en NaHC0 3 et 
enfin 3 dernieres extractions avec une solution saturee en NaCl. 
Les phases organiques sont sechees avec du Na 2 S0 4 anhydre puis 
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filtrees et finalement le solvant est evapore. On recupere apres 
chromatographie 4.42 g (62 %) de undecapeptide pur. 

5 Preparation de (4) (deprotection): 

H-Val-MeLeu-Ala-(D)-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)- 

Abu-Sar-EtVal-OH (4) 

830 mg (0.58 mmole) de undecapeptide protege (4) sont dissous 
10 dans 15 ml de dichloromethane pur. A cette solution on ajoute 
pendant 3 min. a temperature ambiante 3.2 ml d'acide 
trifluoroacetique. La reaction est suivie par une HPLC qui s'avere 
complete au bout de 1 h 30. Le solvant est evapore et le restant de 
l'acide trifluoroacetique est evapore 2 x en presence d'acetate 
is d'ethyle. 

Le produit brut (900 mg) est purifie par chromatographie [150 g de 
gel de silice (0.4-0.63)], utilisation comme eluants de 
dichloromethane/methanol/ triethylamine ( 17:3:0.05 ) pour 
20 <§luer 700 mg (95 %) de undecapeptide deprotege (4) pur. 

Preparation de (5) (cyclisation): 
MeBmt(OAc) 1 -EtVal 4 -Cs (5) 

25 275 mg de TFFH (1.04 mmoles) sont dissous sous argon dans 3.45 1 
de dichloromethane anhydre. U undecapeptide deprotege (4) [438 
mg (0.347 mmole)] est alors dissous dans 40 ml de 
dichloromethane anhydre et 0.52 ml (3.82 mmoles) de collidine y 
sont ajoutes. Cette solution de peptide legerement basique est 

30 ajoutee goutte-a-goutte a la solution de TFFH durant 20 min sous 
argon et agitation vigoureuse. Apres 1 h 30 tout le materiel de 
depart est cydise. Pour emprisonner l'exces de TFFH on ajoute 5 
ml d'eau puis la solution est evaporee. On ajoute 200 ml de 
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dichloromethane puis le tout est lave respectivement 3 x avec 
une solution 0.1 N de HC1 aqueux, 3 x avec une solution de 
saumure puis sechi avec du Na^O^ filtre et le solvant est 
evapore. On obtient 360 mg d'une huile jaunatre. Le produit brut 
5 est purifie par chromatographie en gel de silice en utilisant 100 g 
de gel de silice (0.04-0.0063 mm) et 1 % de methanol dans de 
l'acetate d'ethyle comme eluant. On produit ainsi 230 mg (54 %) 
du derive (5) pur. 

io Clivage du groupe acetate de MeBmt (OAc)-EtVal 4 -Cs (5) et 
production de EtVal*-Cs (6): 

A une solution de 700 mg (0.562 mmole) du derive de Cs (5) dans 
28 ml de Me OH on ajoute goutte-a-goutte sous argon 1.44 ml 

15 d'une solution 0.45 molaire de NaOCH 3 dans du MeOH (0.647 
mmole). [La solution de NaOCH 3 dans le methanol est preparee 
par addition de sodium au MeOH pur]. La reaction est complete 
apres 48 h sous agitation a temperature ambiante. Le melange est 
amene a pH5 par addition de 50 % d'acide acetique dans l'eau. Les 

20 solvants sont elimines sous vide. Le produit brut est dissous dans 
200 ml d'acetate d'ethyle et extrait 2 x a l'eau. La phase aqueuse est 
reextraite avec 50 ml d'acetate d'ethyle puis les phases organiques 
combiners sont lavees 2x par une solution de saumure, sechees 
par du Na 2 S0 4 , filtrees et le solvant est evapore. 

25 

Le produit obtenu (750 mg) est chromatographie sur 180 g de gel 
de silice (0.04-0.063 mm) en utilisant une solution 
d'acetone/hexane 1:1. (fractions de 20 ml). On produit ainsi 550 
mg (82 %) de (EtVal 4 ) Cs (6). 

30 
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Preparation de H-EtVal-Ot-Bu: 

A une suspension de 5 g (23.8 mmoles) de H-ValOtBu x HQ dans 
1 1 de trimethyloxoformiate, on ajoute sous argon 4.1 ml (23.83 

5 mmoles) de diisopropyl^thylamine. Au bout de 10 minutes la 
suspension devient claire. A cette solution on ajoute goutte-a- 
goutte en conditions anhydres 13.5 ml (0.24 mmole) 
d'acetaldehyde dissous dans 30 ml de trimethyloxoformiate. La 
reaction est agitee pendant 45 minutes sous argon a temperature 

10 ambiante. 

En utilisant un faible vide on elimine l'exces d'acetaldehyde par 
evaporation durant 1 h 30. A cette solution, on ajoute sous argon 
25 g (0.112 mmole) de NaBH(OAc) 3 solide. Apres 15 minutes la 
15 solution est refroidie a 0°C et on ajoute lentement 500 ml d'une 
solution aqueuse dHCl a 2 %. 

Le trimethyloxoformiate est evapore sous vide et le reste de la 
solution aqueuse est dilue dans 300 ml d'eau. Cette solution est 

20 alors extraite 2 x avec 100 ml de diethylether. La phase organique 
est ensuite reextraite 3 x avec une solution de HC1 aqueux a 0.1 N. 
Les phases aqueuses recombinees sont refroidies a 0°C, puis le pH 
est amene" a 9 au moyen de NaOH(2N). La solution devient alors 
trouble. La suspension aqueuse est extraite 4 x au moyen de 100 

25 ml de diethylether. Les phases organiques recombinees sont 
ensuite sechees par le Na 2 S0 4 filtrees et le solvant est finalement 
Evapore. 

42 g d'une huile jaunatre resultant de cette etape sont purifies par 
30 chromatographic en utilisant 900 g d'un gel de silice (0.04-0.063 
mm) ainsi qu'un melange dhexane/ acetate d'ethyle 8:2 comme 
eiuant. On obtient finalement 3.13 g (65 %) de H-EtLeu-OtBu pur. 
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Les resultats de la table I montrent l'affinite des derives de Cs a la 
cyclophiline A dans tin test ELBA competitif decrit par 
Quesniaux dans Eur. J. Immunology 1987, 17, 1359-1365. Dans oe 
test lors de l'incubation avec la cyclophiline, on ajoute a la Cs h 

5 tester delaCs liee a la BSA (serum albumine). On calcule alors la 
concentration requise pour obtenir 50 % d'inhibition (CLjq) de la 
reaction temoin en absence de competiteur. Les resultats sont 
exprimes par l'indice de liaison IL qui est le rapport de la du 
derive et de la de la CsA. Un indice de liaison (IL) de 1.0 

10 indique que le compose teste se lie aussi bien que la CsA. Une 
valeur inferieure k 1.0 indique que le derive se lie mieux que la 
CsA, de meme une valeur superieure a 1.0 signifie que le derive 
se lie moins bien a la CyP que la CsA 



15 

TABLE I 



Substance 


Structure 


IL 


IR 


UNIL 001 


CsA 


1.0 


1.0 


UNIL002 


MeVal 4 -Cs 


0.6 


>200 


UNIL 004 


EtVal 4 -Cs 


1.0 


>200 


UNIL 007 


Melle 4 -Cs 


0.5 


>200 


UNIL 013 


EtILe4-Cs 


1.3 


>200 


UNIL 014 


Et Phe(4-CH 2 PO(OMe)2)-Cs 


0.5 


>200 



La Cs est considered etre immunosuppresive lorsque son activite 
20 dans la reaction de melange lymphocytaire (MLR) est superieure a 
5 %. La reaction (MLR) est decrite par T. Meo dans 
"Immunological methods", L. Lefkovits et B. Devis, Eds, 
Academie Prev. N.Y.pp: 227-239 (1979). 
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Des cellules de la rate (0.5.10 6 ) provenant de souris Balb/c 
(femelles, 8 a 10 semaines) sont co-incubees 5 jours en presence de 
cellules de la rate traitees provenant de souris CBA (femelles, 8 a 
10 semaines). Ces cellules ont ete traitees par la mitomycine C ou 

5 ont ete irradiees a 2000 rads. Les cellules allogeniques de rate non 
irradiees presentent une reponse proliferative chez les cellules 
Balb/c que l'on peut mesurer par l'incorp oration dans l'ADN 
d'un precurseur marque. Lorsque les cellules stimulatrices sont 
irradiees (ou traitees a la mitomycine C ) les cellules de Balb/ c ne 

io presentent plus une reponse proliferative mais conservent 
cependant leur antigenicity. La da, calculee dans le test de MLR 
est comparee a la a 50 correspondant a la CsA dans une experience 
parallele. On trouve ainsi l'indice IR etant le rapport de la Q 50 
du test MLR des derives sur laCIgo de la cyclosporine A. 

15 

De la meme facon que pour l'indice de liaison (IL) precedent, une 
valeur de 1.0 pour 1TR signifie une activite similaire a la CsA. De 
meme, une valeur inferieure signifie une meilleure activite et 
une valeur superieure a 1.0 demontre une activite du compose 
20 inferieure a celle de la CsA. 

Une valeur d'lR > 20 montre que la subtance est non- 
immunosuppressive. Les valeurs d immunosuppression des 
derives sont donnees dans la table L 

25 

La table II decrit le pourcentage de protection lors d'une infection 
par le HIV d'une lignee cellulaire CEM-SS. La protection de cette 
lignee en presence d'un derive de Cs est comparee a l'infection 
d'une lignee cultivee en absence de derive de Cs (temoin 
30 controle). Une valeur moyenne est etablie a une concentration du 
denvil de 2.10" 6 molaire. La mesure de cette activity anti-HIV a ete 
effectuee par le NCI (National Cancer Institute) a Washington aux 
USA. 
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TABLE II 



Subtance 


Structure 


Pourcentage de 
protection a HIV 


UNIL002 


MeVal 4 -Cs 


66.4 


UNIL004 


EtVal 4 -Cs 


74.9 


UNIL 007 


Melle 4 -Cs 


685 



Un meilleur pourcentage de protection a 1'infection par le HIV 
5 obtenu pour le compose Et Val 4 -Cs (compare aux deux autres 
references connues pour etre 10 x meilleures que la CsA) 
demontre l'avantage de la substitution par un N-ethyle en 
position 4. Cette remarque est encore plus valable lorsque Ton 
compare Taffmite a laCyP de chaque substance. On obtient pour le 
10 derive Et Val 4 -Cs une affinite a la Cyp semblable h celle de la CsA 
(IL=1.0) alors que les derives MeVal 4 -Cs et Melle 4 -Cs demontrent 
une affinite a la Cyp superieure (IL=0.6 et 0.5 respectivement). A 
une affinite a la Cyp plus faible de EtVal 4 -Cs correspondant une 
activite anti-HIV plus forte . Ceci demontre bien la valeur de cette 
15 nouvelle derivation. 
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Substance 










Calf 


EcVaftlS 


-OLOL 
I 3 




•H 




^=0.07, 
MeOH 

-177 


Edle^CS 


-CH.CH 
^ 3 


CK CH 
T3 


-H 




c=0.05, 
MeOH 

-204 


EiTh^CS 


.CRCH 3 




-H 


-< 




EtPhe 4 CS 


• CH / H 3 




-K 


o 


c=0.l4, 
MeOH 

-159 


EtTyrtS 


-CHCH 




-H 






McPhe*CS 


-CH 3 




-H 




c=0.06. 
MeOH 

-134 


MeTyr^tS 


-CH 3 


C^CHj 


-H 




c=0.07, 
MsOH 

-95 


D-MeAlfEtVafcs 


. -ch^ 


CHCH 
1 3 




-< 


c=0.12. 
MeOH 

-145 


D-MeSe^EcVafcs 


-CH^CH^ 


CHO| 


-CI^OH 


-< 
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Substance 




R 2 




R 


4 






D-MeAIa?£tPh&S 






% 


c 




c=0.06. 
MeOH 

-138 


D-MeAla 3 -EtPhe*(4-Cl^-PO(OMe^ 










vj. 

I. 






D-MeSe^-EiPhe^(4-CBi,-PO(OMe^ 




CRCH 


-OLOH 


0 


1 


j 




D-MeAIa ? -EtPhe^(4-CH -PO(OH) 
2 2 






• CH 3 


c 


x P OH 

OH 




D-MeSe^-EtPhe^4-CH-PO(OH^ 




C H/ K 


-CH OH 
2. 


0 


OH 

H 




EtPh^-ar-POCOMc)^ 




CHCH. 
^ -? 


-H 


"0 


Li 
i. 


V 


c=0.05. 
MeOH 
-136 
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Substance 


R 4 * 


R 2 




*4 




EiPheVcH-PO(OH^ 


C ¥*3 




-H 


fi / 


1 

OH 




EtPhe(4-Ci^C0OMefcS 






-H 




> COOMe 


c=0.l5, 
MeOH 
-160 


D-MeAl^-EtPhe(4-C^COOMefcS 


CH CH 
Z 3 


CHCH. 
Z 3 


-CH 
3 


0 


^ COOMe 




EtPhe(4-CH.COOHf CS 
2 


CHCH 


CHCH. 
2. 3 


-H 




L 

> COOK 


i 


D-McAl2?-EtPhe(4-CHCOOH)i:S 


CHCH 
Z 3 


CH CH 
2 3 






N coo 
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Revendications 

5 1) Cyclosporine de synthese caracterisee par la formule: 

r—X — U— Y — Z— Val— MeLeu— Ala — (D) Ala— MeLeu — MeLeu — MeVal 



12345 6 7 8 9 10 



i vai— i 

H I 



dans laquelle: 

X est -MeBmt ou 6,7 dihydro-MeBmt- 

10 U est -Abu, Nva, Val, Thr 

Y est Sar ou (D)-MeSer ou (D)-MeAla ou(D)-MeSer (OAcyl) 
Z est (N-R)aa ou aa={Val, De, Thr, Phe, Tyr, Thr (OAc), Thr (OG^, 
Phe (Cy, PheCH 2 (G 3 ), Tyr (OG 3 )} avec R={alkyl > CH 3 }; 
G 1= {Ph£nyle-COOH, Phenyle-COOMe, Phenyle-COOEt}; 

15 G 2 ={CH 2 COOH, CH.CCXDMeOEt), CH^COMe)^ <^0{OH) 2 }} 
G 3 = {PO(OH) 2 , FO(OCR 2 CH=CH 2 ) 2f CH 2 COOH, CH 2 COOMe (Et) }. 

2) Cyclosporine selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
residu Z en position 4 est (R)Val avec R > CH 3 et R < -CioH 21 . 



20 



3) Cyclosporine selon Tune quelconque des revendications 
pr^cedentes caracterisee en ce que le residu Z en position 4 est 
N-ethyle-Valine. 

25 4) Composition pharmaceutique contenant le compose 
caracterise par la formule: 

|— X — U— Y — Z — Val— MeLeu— Ala — (D) Ala— MeLeu— MeLeu — MeVal 1 

11 2 3 4 5 6 7 8 9 10 U 1 



30 
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dans laquelle: 

X est -MeBmt ou 6,7 dihydro-MeBmt- 
U est -Abu, Nva, Val, Thr 

Y est Sar ou (D)-MeSer ou (D)-MeAla ou(D)-MeSer (OAcyl) 
5 Z est (N-R)aa ou aa={Val, lie, Thr, Phe, Tyr, Thr (OAc), Thr (OG^, 
Phe (Gj), PheCH 2 (G 3 ), Tyr (OG 3 )} avec R={alkyl > CH 3 }; 
G 1 ={Phenyle-COOH, Phenyle-COOMe, Phenyle-CCOEt}; 
G 2 ={CH 2 CCOH, CHjCCOMeCEt), CH^OMe),, CH 2 PO(OH) 2 }; 
G 3 = {POPH),, POpCH.CH^CR^ CH 2 COOH, CHjCCOMe (Et) }. 

10 

5) Composition pharmaceutique selon la revendication 4, 
caracterisee en ce qu'elle est associee a une solution acceptable 
au point de vue pharmaceutique. 

15 6) Utilisation de la cyclosporin selon l'une quelconque des 
revendications precedentes pour la fabrication d'un 
medicament destine au traitement et a la prevention du SIDA. 

7) Utilisation de la cyclosporine selon la revendication 3 pour la 
20 fabrication d'un medicament destine au traitement et a la 
prevention du SIDA. 
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